微生物酵素を用いたO結合型糖ペプチド合成法の開発 by 夏目 亮
      Annual Report 
東京電機大学           The Research Institute for Science and Technology 
総合研究所年報           Tokyo Denki University                     
 
課題番号 Q17-L01 
課題名（和文） 微生物酵素を用いた O結合型糖ペプチド合成法の開発 
課題名（英文） 









氏名 加藤 雄己 
所属（学部、学科・学系・系列、職位） 
東京電機大学大学院工学研究科物質工学専攻 修士課程 
氏名 山下 栄樹 
所属（学部、学科・学系・系列、職位） 
東京電機大学大学院工学研究科物質工学専攻 修士課程 




成する技術の開発を目指している。本研究では、スクリーニングで単離していた 2種類の微生物 Microbacterium 
sp. No. 703.1a株および Bacillus sp. No.802.1d株のゲノム配列を決定し、両菌株が生産する endo-α-GalNAc-aseの
遺伝子と、Microbacterium sp. No. 703.1a株が生産する別の酵素 β-N-アセチルヘキソサミニダーゼの遺伝子を特
定した。また、3 種類の酵素の遺伝子クローニング、組換え発現と精製を行って、精製した組換え酵素の生化






In order to establish an efficient method for the synthesis of O-linked glycopeptide by a transglycosylation 
using microbial enzymes, endo-alpha-N-acetylgalactosaminidase (endo-alpha-GalNAc-ase)-producing 
bacteria, Microbacterium sp. No. 703.1a and Bacillus sp. No. 802.1d, have been isolated from soil in our 
group. In this study, the whole genomic DNA sequences of both microorganisms were determined, and the 
genes encoding endo-alpha-GalNAc-ases derived from both microorganism and the gene encoding another 
enzyme, beta-N-hexosaminidase, were identified and cloned. Two endo-alpha-GalNAc-ases derived from 
both microorganisms and beta-N-hexosaminidase from Microbacterium sp. No. 703.1a were recombinantly 
expressed, purified, and their biochemical properties were characterized. Regarding the 
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beta-N-hexosaminidase from Microbacterium sp. No. 703.1a, the recombinant enzyme was crystallized and 
its crystal structure was determined at atomic resolution. In order to reveal the structure-function 
relationships of N-hexosaminidase, we are analyzing the properties of site-specific mutated enzymes and 












の 水 酸 基 に β-1,3-N-acetyl-D-galactosamine 
(Galβ1,3GalNAc) が結合した O 結合型糖ペプチドを
一段階反応で合成する技術の開発を目指している
（東京電機大学総合研究所年報, 33, 47–52, 2014）。 
これまでの研究で、Galβ1,3GalNAcα-pNPの加水分
解活性を指標に、endo-α-GalNAc-aseを菌体外分泌タ
ンパク質として生産する Microbacterium 属細菌 No. 
703.1a株および Bacillus属細菌 No. 802.1d株を自然


















有用な酵素である Microbacterium 属細菌 No. 703.1a

















(i)EngM, HexM, EngBをコードする遺伝子の同定 













      Annual Report 
東京電機大学           The Research Institute for Science and Technology 



































a) Microbacterium属細菌 No. 703.1a株由来 endo-α-N-
ガラクトサミニダーゼ(EngM)に関する研究 
Microbacterium sp. No.703.1a株のゲノム DNA配列を
PacBio RS II を用いて解析した。その結果、全
















から 80°C の間の 5°C 間隔で反応させて温度依存性
を調べた結果、全体の傾向は Nativeの EngMと同様
であり、His-EngM と EngM-His のどちらも 50°C 付
近で最大の活性を示した。4 種のバッファーを用い
て pH3.5から pH9.0の間の pHで反応させて pH依存
性を調べた結果、全体の傾向は Nativeの EngMと同








性残存率は Nativeの EngMと同等であった。 
b) Microbacterium属細菌 No. 703.1a株由来 β-N-アセ
チルヘキソサミニダーゼ(HexM)に関する研究 
Microbacterium sp. No.703.1a株のゲノム DNA配列中
から HexMの候補遺伝子を見出した。当該遺伝子が
コードするアミノ酸配列から、HexMの分子量は62.4 
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a) Bacillus属細菌 No. 802.1d株由来 endo-α-N-ガラク
トサミニダーゼ(EngB)に関する研究 
Bacillus sp. No.802.1d株の全ゲノム配列を PacBio RS 
IIで決定した。本菌株が保持する全 5265ORF中から、
別の微生物に由来する Eng 間で保存されている 13
残基分のアミノ酸配列と同じ配列をコードしている
ORFを特定しクローニングした。当該遺伝子がコー
ドするタンパク質は分子量 161.9 kDaの 1458残基か
らなるものであり、構造が既知のビフィズス菌由来
Engのアミノ酸配列と 35％相同であった。分泌シグ
ナル配列を除く ORFの N末端側に His-tagが融合し












特 異 性 を 調 べ る 目 的 で 4 種 の 基 質
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